Inducción de enzimas hidrolíticas en una cepa de Lecanicillium lecanii (Zimm.) Zare & W. Gams en medio líquido by González, Ivonne et al.
Rev. Protección Veg. Vol. 29 No. 2 (Mayo.-ago. 2014): 137-140
ISSN: 2224-4697
COMUNICACIÓN CORTA
Inducción de enzimas hidrolíticas en una cepa de Lecanicillium lecanii
(Zimm.) Zare & W. Gams en medio líquido1
Ivonne González, Yailén Arias, Danay Infante, Benedicto Martínez, Belkis Peteira
Grupo de Fitopatología. Dirección de Sanidad Vegetal. Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA), Apartado 10,
San José de las Lajas, Mayabeque, Cuba. Correo electrónico: marquetti@censa.edu.cu.
RESUMEN: En el presente trabajo se evaluó la inducción de quitinasas y β-1,3-glucanasas en la cepa Vl-01
de Lecanicillium lecanii (Zimm.) Zare & W. Gams en tres medios de cultivo con diferentes inductores: medio
basal, medio basal suplementado con quitina al 0,5% y medio basal suplementado con gelatina al 0,2%. Las
actividades enzimáticas se determinaron a las 24, 72, 120 y 168 horas. El medio suplementado con gelatina
produjo los niveles más altos de actividades enzimáticas quitinasas y glucanasas.
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Induction of hydrolytic enzymes by a Lecanicillium lecanii (Zimm.) Zare & W. Gams strain in
liquid medium
ABSTRACT: In this work, the induction of chitinases and β-1,3-glucanases was evaluated in the strain Vl-
01 of Lecanicillyum lecanii (Zimm.) Zare & W. Gams in three culture media with different inductors: basal
medium, basal medium supplemented with 0,5% of chitin, and basal medium supplemented with 0,2% of gelatin.
The enzymatic activities were determined at 24, 72, 120, and 168 hours. The higher enzymatic levels of both
chitinases and glucanases were obtained in the basal medium supplemented with gelatin.
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El desarrollo y aplicación de los agentes de control
biológico representa una valiosa alternativa a los
plaguicidas químicos, debido a que no constituyen una
amenaza para la salud humana y al medio ambiente.
Lecanicillium lecanii (Zimm.) Zare & W. Gams es un
agente de control biológico ampliamente utilizado por
ser un enemigo natural de importantes plagas y
patógenos en los cultivos. Aunque generalmente se
comercializa para controlar áfidos, es efectivo contra
los hongos fitopatógenos que ocasionan el mildiu pol-
voriento, la roya, el moho verde, así como a Fusarium
sp., Verticillium dahliae Klebahn y Pythium ultimum
Trow (1).
Estos hongos inician su proceso infectivo cuando
las esporas son retenidas en la superficie del
integumento, donde se forma el tubo germinativo, y
comienza la secreción de enzimas tales como las
proteasas, quitinasas, quitobiasas, lipasas y
lipooxigenasas. Estas enzimas degradan la cutícula
del insecto y coadyuvan con el proceso de penetra-
ción por presión mecánica iniciado por el apresorio,
que es una estructura especializada formada en el tubo
germinativo (2).
Algunos aislados de Lecanicillium pueden actuar
como micoparásitos que atacan los micelios y conidios
de mildiu, porque producen enzimas como las
quitinasas que permiten la penetración de las esporas
e hifas de mildiu y provocan la muerte del patógeno
(3). Otros agentes de control biológico como
Trichoderma spp. y Beauveria bassiana (Balsamo)
Vuillemin, poseen la misma habilidad de controlar in-
sectos y hongos fitopatógenos, además secretan
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glucanasas que degradan los β-1,3-glucanos presen-
tes en la pared celular de hongos fitopatógenos como
Pythium spp. lo que explica su capacidad antagónica
(4, 5).
El conocimiento del mecanismo de acción es esen-
cial en el proceso de desarrollo de un agente de con-
trol biológico como producto, para lo cual es importan-
te estudiar la expresión y comportamiento de las
enzimas involucradas en la patogenicidad del mismo.
Por tal motivo, el objetivo de este trabajo fue realizar la
caracterización bioquímica de la cepa Vl-01 de L.
lecanii, a través de un estudio de dinámica de induc-
ción en diferentes medios de cultivo.
Se empleó la cepa Vl-01 de L. lecanii, procedente
del cepario del Laboratorio de Micología Vegetal del
Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA),
la cual se conservó en medio Agar-Malta (A M, Biocen)
a 4°C. La cepa se subcultivó en un medio papa-dextro-
sa-agua (PDA, Biocen) en placas Petri de 9 cm y se
incubó a 25°C en cultivo estático en oscuridad durante
tres días, momento en que se tomó el micelio para el
desarrollo del experimento de dinámica de inducción
de enzimas hidrolíticas.
Para la inducción de proteínas en el medio líquido
se utilizaron compuestos con diferente efecto inductor
de enzimas hidrolíticas: medio basal líquido que con-
tenía extracto de levadura 1 g.L-1 y peptona 4 g.L-1 (MB),
medio basal líquido suplementado con quitina 5 g.L-1
(MBQ) y medio basal líquido suplementado con gelati-
na al 0,2% (p/v) (MBG). Los dos primeros medios se
esterilizaron a 120°C durante 20 minutos, mientras que
el medio que contenía gelatina se esterilizó a 115°C
durante 15 minutos.
Los medios se alicuotaron en frascos de 100 ml, a
razón de 20 ml por frasco, y se inocularon con cuatro
discos de micelio de 5 mm de diámetro de la periferia
de la colonia pura de la cepa. Posteriormente, se incu-
baron en cultivo estático a 25°C, en la oscuridad. De
cada tratamiento se hicieron nueve repeticiones. Los
frascos se retiraron de la incubadora a las 24, 72, 120
y 168 horas de la inoculación. Los sobrenadantes se
filtraron con papel de filtro Whatman (3 mm CHR) y los
extractos finales se conservaron a -20°C, hasta su uti-
lización en los análisis enzimáticos.
La concentración de las proteínas totales se deter-
minó según el método descrito por Bradford (6). Las
lecturas de la absorbancia del complejo proteína-Azul
de Coomasie G-250 se realizaron a 595 nm en un
espectrofotómetro (T90+ UV/Vis Spectrometer PG
Instruments Ltd), tomando como base para el cálculo
una curva patrón,  a partir de una solución estándar de
1 mg.ml-1 de albúmina de suero bovino (BSA).
Se determinó la actividad quitinasa con 0,2 ml de
quitina coloidal 10 mg.ml-1 preparada según Boller et
al. (7), los cuales se mezclaron con 0,5 ml del
sobrenadante de los frascos. La mezcla se incubó a
37°C durante una hora, y luego se añadió 0,1 ml de
tetraborato de sodio 0,8 M, pH 8,8. Posteriormente, se
centrifugaron a 6708 x g durante cinco minutos. De
cada tubo se tomaron 500 μl del sobrenadante, que se
pasaron a tubos de cristal donde se calentaron a 100°C
durante tres minutos. Por último, se les adicionó 1 ml
de p-dimetilamino benzaldehído y se incubaron con
esta solución a 38°C durante 20 minutos. La curva patrón
se determinó utilizando N-acetilglucosamina, a partir
de una solución madre de1 mg.ml-1 a la cual se le hizo
el mismo procedimiento que a las muestras. La lectu-
ra se realizó a 585 nm.
Para la determinación de la actividad enzimática
de las β-1,3-glucanasas se utilizó una variante en
microplacas de 96 pozos, desarrollada por Zheng y
Wozniak (8), a partir del sobrenadante de los cultivos.
La actividad específica se determinó según la ex-
presión:
)1(mg.mltotalesproteínasdeConc.
enzimáticaActividadespecíficaActiv. −=
Se empleó un diseño estadístico completamen-
te aleatorizado. Para determinar cuáles medios de
cultivo indujeron los mayores niveles de activida-
des específicas quitinasas y glucanasas en la cepa
estudiada, se utilizó el análisis de varianza simple.
Para la comparación entre las medias se aplicó la
prueba de rangos múltiples de Duncan en los ca-
sos donde hubo diferencias significativas (p≤0,05),
mediante el paquete informático estadístico InfoStat
versión 2011 (9).
L. lecanii está catalogado como un hongo
entomopatógeno. Se conoce que las quitinasas se
hallan involucradas en los procesos de infección en
los insectos (10, 11). Además, se ha probado que, en
su función como controlador de fitopatógenos, este
hongo parasita a la diana,  a través de una combina-
ción de enzimas que incluyen a las celulasas,
proteasas, β-l,3-glucanasas y quitinasas (12).
Entre las estrategias sugeridas para lograr la ma-
yor expresión de estas enzimas, se encuentra el culti-
vo de los hongos en medios sólidos o líquidos en pre-
sencia de inductores, que favorecen una eficiente pro-
ducción de enzimas hidrolíticas y permiten mantener
la virulencia de los hongos entomopatógenos (13).
La secreción de las quitinasas L. lecanii fue supe-
rior en el cultivo con el medio líquido que poseía gelati-
na como inductor (Fig. A). Para todos los tratamientos
la actividad de las quitinasas sufrió una disminución
hacia las 72 horas del estudio.
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Estas enzimas son estrechamente reguladas por
su producto de degradación. Algunas fuentes de car-
bono como la glucosa, e incluso la N-acetil-β-D-
glucosamina, pueden actuar como represores
catabólicos de las quitinasas, que en el caso particu-
lar de la N-acetil-β-D-glucosamina ocurre debido a un
mecanismo de inducción-represión del hongo (14, 15).
En Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin,
la represión por N-acetil-β-D-glucosamina se ejerce
sobre la expresión del gen chit1 que codifica para una
endoquitinasa (Bchit1), la cual a su vez está asociada
con el gen brlA, un importante regulador de la
conidiogénesis. Se ha descrito un gen homólogo a
bchit1 en Trichoderma harzianum Rifai (14). Mayorga-
Reyes et al. (15) observaron que los niveles de expre-
sión del gen chitII de L. lecanii al crecer en quitina y
cutícula de Sphenarium purpurascens Charpentier en
fermentación en estado sólido, dependieron de la fuen-
te de carbono utilizada.
Por otro lado, el mayor nivel en la actividad β-l,3-
glucanasa se obtuvo con el tratamiento suplementado
con gelatina a las 24 horas de evaluación (Fig. B). Hacia
las 72 horas esta actividad decayó para luego sufrir un
nuevo incremento a las 168 horas. Un excelente traba-
jo de revisión de Martin et al. (16), reflejó que la activi-
dad de las β-glucanasas exocelulares puede ser regu-
lada mediante mecanismos de inducción/represión,
desactivación e inhibición cuando en el medio se en-
cuentran catabolitos como la glucosa.
Por su parte, en el medio suplementado con quitina
se alcanzó la mayor expresión de las β-l,3-glucanasas
a las 120 horas, mientras que en el medio basal la
mayor actividad se alcanzó a las 168 horas. Se ha
observado que las β-l,3-glucanasas son inducidas por
la presencia de β-l,3-glucanos de paredes celulares de
Rhizoctonia solani (Kühn); sin embargo, sustratos di-
ferentes como la quitina, quitosanos y N-acetil-β-D-
glucosamina también pueden ser inductores de
glucanasas (13).
Una publicación reciente demostró que Verticillium
lecanii (Zimm.) Viégas es un eficiente productor de pro-
teínas y enzimas hidrolíticas como amilasas, proteasas
y lipasas, lo que indicó la versatilidad de los mecanis-
mos bioquímicos de esta especie (17).
Algunos estudios han demostrado que las
quitinasas y glucanasas pueden ser inducidas por
sustratos complejos como la cutícula de insectos o la
pared celular de los hongos, o a partir de sustratos
simples. Entre los ejemplos que se pueden mencionar
de estos casos se cuentan los siguientes: la exo-α-
1,3-glucanasa, inducida por quitina en T. harzianum
(18), la expresión de β-l,3-glucanasas en B. bassiana
y Trichoderma asperellum (Samuels) cuando las ce-
pas fueron cultivadas utilizando la gelatina como in-
ductor (4, 5) y las quitinasas que sintetiza M. anisopliae
en presencia de cutícula de Spodoptera litura
(Fabricius) y Helicoverpa armigera (Hübner) (19).
Los resultados demostraron la utilidad del medio
suplementado con gelatina para detectar la expresión
inducida de quitinasas y β-l,3-glucanasas en la cepa
Vl-01. El estudio de nuevas cepas de L. lecanii, así
como la adición de este parámetro a los criterios usual-
mente empleados para la selección de hongos agen-
tes de control biológico, junto a otros relacionados con
la actividad biológica de hongos sobre diferentes dia-
nas, pueden ser objetos de investigaciones futuras.
FIGURA. Dinámica de la inducción de enzimas quitinasas (A) y β-l,3-glucanasas (B) en la cepa Vl-01  de L. lecanii a las 24,
72, 120 y 168 horas./ Time course of enzyme induction of chitinases (A) and β-l,3-glucanases (B) in the strain Vl-01 by
L. lecanii at 24, 72, 120 and 168 hours.
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